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                研究目的
 食道癌は頻度も高く治療の困難な癌のひとつである。 治療法のひとつである放射線に対 しては
 さまざまな感受性を示 し治療効果もよくないことが知られているが, その理由はま だ分かってい
 ない。 近年 DNA 依存性プロテイ ンキナーゼ (DNA-PK) が発見され, これが触媒サブユニット
 DNA-PKcs と調節成分 Ku70/Ku80 蛋白質で構成されていること, DNA 二重鎖切断の修復や
 V(D)J 組換えに関与 していること, 細胞の放射線感受性の決定要因のひとつであることなどが
 明らかにされた。 そこで本研究では食道癌細胞における, 放射線感受性に対 し, DNA-PK 活性
 が関与 しているかどうかについて解析 した。
                研究方法
 細胞はヒト食道癌細胞 TE1-14 としM217 細胞を用いた。 LM217 はヒト正常繊維芽細胞で, コ
 ントールと して用いた。 食道癌から培養に移された 14 種のクローンについてそれぞれの放射線
 感受性を調べるためコロニー形成法による生存曲線を求め, また DNA-PK 活性を生化学的に調
 べた。 さらに DNA-PK の構成因子である DNA-PKcs, Ku70, Ku80 それぞれの蛋白量について
 もウエスタ ン法により解析した。 それぞれの指標について相関性の有無を解析した。
                研究結果
 コロニー形成法で調べた 14 種の食道癌細胞の放射線感受性はD。, Dq, SF2 のいずれの指標
 についても多様であり, D。 についてみても2倍以上の変化を示した。 また DNA-PK 活性につ
 いてもそのレベルはさまざまであったが, DNA-PK 活性とD。, Dq, SF2 それぞれの指標との
 相関を調べると Dq, SF2 との関連性は見出せなかったのに対しD。 とは正の相関が見出された。
 さらに各細胞に於ける DNA-PKcs, Ku70, Ku80 蛋白質のレベルをウエスタ ン法で解析 し,
 DNA-PK 活性との相関性を調べると, Ku70 と正の相関が見出された。 これは DNA-PK 活性が
 Ku70 の蛋白 レベルにより規定されていることが示唆している。 なお, 各蛋白質について電気泳
 動の特性と してみる限り変異 は検出されなかった。
                結論
 以上の結果から食道癌細胞はいろいろな放射線感受性をもっており, しかもそれは DNA-PK
 活性及び Ku70 によって規定さ れていることが示唆された。
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              研究の意義・独創的な点
 本研究は食道癌細胞が多様な放射線感受性をもち, しかもそれが DNA 二重鎖切断の修復にか
 かわっている DNA-PK 活性及び Ku70 によって規定されている可能性を始めて示 したものであ
 る。 これは今後食道癌の放射線治療の改善方法を考えてゆく上で役に立つ発見であり, また
 DNA-PK 活性測定は6～9時間で行えることから食道癌に対する放射線治療適用の是非を個々
 に判断 してゆく 上での指標と して DNA-PK が使える可能性を示 してい る。
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 審査結果の要旨
 研究目的 食道癌は頻度も高く治療の困難な癌のひとつである。 治療法のひとつである放射線に
 対 してはさま ざまな感受性を示 し治療効果 もよくな いことが知 られている が, その理由はま だ分
 かっていない。 近年 DNA 依存性プロテイ ンキナーゼ (DNA-PK) が発見され, これが触媒サブ
 ユニットDNA-PKcs と調節成分 Ku70/Ku80 蛋白質で構成されていること, DNA 二重鎖切断の
 修復やV(D)」 組換えに関与していること, 細胞の放射線感受性の決定要因のひとつであること
 などが明らかにされた。 そこで本研究では食道癌細胞における, 放射線感受性に対 し, DNA-PK
 活性が関与 しているかどう かについて解析 した。
 研究方法 細胞はヒ ト食道癌細胞 TE1-14 と LM217 細胞を用いた。 LM217 はヒト正常繊維芽細
 胞で, コントールと して用いた。 食道癌から培養に移された14種のクローンについてそれぞれの
 放射線感受性を調べるためコロニー形成法による生存曲線を求め, また DNA-PK 活性を 生化学
 的に調べた。 さらに DNA-PK の構成因子である DNA-PKcs, Ku70, Ku80 それぞれの蛋白量に
 ついてもウエスタ ン法により解析 した。 それぞれの指標について相関性の有無を解析 した。
 研究結果 コロニー形成法で調べた14種の食道癌細胞の放射線感受性はD。, Dq, SF2のいずれ
 の指標についても多様であり, D・ についてみても2倍以上の変化を示した。 また DNA-PK 活
 性についてもそのレベルはさまざまであったが, DNA-PK 活性と D。, Dq, SF2 それぞれの指
 標との相関を調べると Dq, SF2 との関連性は見出せなかったのに対しD。 とは正の相関が見出
 された。 さらに各細胞に於ける DNA-PKcs, Ku70, Ku80 蛋白質のレベルをウエスタン法で解
 析し, DNA-PK 活性との相関性を調べると, Ku70 と正の相関が見出された。 これは DNA-PK
 活性が Ku70 の蛋白レベルにより規定されていることが示唆している。 なお, 各蛋白質について
 電気泳動の特性と してみる限り変異は検出されなかっ た。
 結論 以上の結果から食道癌細胞はいろいろな放射線感受性をもっており, しかもそれは DNA-
 PK 活性及び Ku70 によって規定されていることが示唆された。
 研究の意義・独創的な点 本研究は食道癌細胞が多様な放射線感受性をもち, しかもそれが
 DNA 二重鎖切断の修復にかかわっている DNA-PK 活性及び Ku70 によって規定されている可能
 性を始めて示 したものである。 これは今後食道癌の放射線治療の改善方法を考えてゆく上で役に
 立つ発見であり, また DNA-PK 活性測定は6～9時間で行えることから食道癌に対する放射線
 治療適用の是非を個々 に判断 してゆく上での指標と して DNA-PK が使える可能性を示 している。
 以上 DNA-PK 及び Ku70 と食道癌細胞の放射線の放射線感受性との相関について検討した論
 文であり, 予備審査の内容をふまえ, 完全な論文となっている。 本審査における質疑応答も的確
 に行った。 臨床的にも有用な知見を得ており, 本論文は学位に値すると判断した。
 一 208 一
